









































































































































transmission  strength.  At  excitatory  synapses  in  the  hippocampus  CA1  region, 
synaptic  strength  is  mainly  regulated  by  AMPA  receptor  function  at  the  post‐
synaptic  density.  PSD‐95,  a member  of DLG‐MAGUK  family  along with PSD‐93, 
SAP97  and  SAP102,  is  involved  in  the  regulation  of  AMPAR  function.  DLG‐
MAGUKs share a similar modular domain structure, composed of three copies of 
PDZ domain,  an  SH3 domain  and  a  catalytically  inactive GK domain. PSD‐95  is 









which  domain  of  PSD‐95  is  important  for  the  protein  to mediate  its  effect  on 
basal  synaptic  transmission,  I  evaluated  if  specific  form  of  truncated  PSD‐95 
could rescue the deficiency caused by the absence of endogenous PSD‐95.  
With  this  study  I  could  show  that PSD‐95  lacking  its PDZ3,  SH3 and GK 
domains  could  not  mediate  proper  basal  synaptic  strength  in  the  absence  of 
endogenous PSD‐95. Moreover, the PDZ3 or SH3 domain seems dispensable for 
the  protein  to  be  functional.  Finally,  to  be  functional  PSD‐95  requires  its  GK 




strongest  effect  on  more  immature  synapses.  In  conclusion,  my  data 
demonstrate the importance of the N‐terminal PDZ12 domains acting in concert 
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The  brain  is  the  pillar  of  the  human  spirit.  It  is  the  center  of  cognitive 
functions  such  as  learning,  memory,  language,  consciousness  and  many  other 
processes.  Human  behaviors  and  cognitive  functions  rely  on  accurate 
networking  between  single  units  of  the  brain,  the  neurons.  Although  the 










arborized dendrites  arise. Usually,  neurons use  trains of  action potentials  (AP) 
for coding and propagating patterns of information. The all‐or‐none property of 
action  potential  transmission  prevents  it  from  fading  before  it  reaches  the 
terminal  of  the  axon,  the  synapse.  An  AP  consists  of  rapid  reversals  of  ionic 
charges  flowing  across  the  axonal  plasma  membrane,  which  are  mediated  by 
voltage‐gated ions channels. This depolarization propagates all the way from the 




This  information  transmission  between  two  neurons  happens  at 
connection points termed “synapses.” Etymologically, the word “synapse” comes 
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over  time.  The  synapse  is  a  macromolecular  complex  making  a  connection 
between  two  neurons.  There  are  two  main  types  of  synaptic  junctions:  the 
electrical  and  the  chemical  synapse.  The  main  difference  between  these  two 
types of neuronal synapses resides in the fact that chemical synapses are made 




Around  99%  of  the  synapses  in  the  vertebrate  central  nervous  system 
(CNS)  are  based  on  chemical  communication.  The  junction  has  a  specific 
orientation  with  a  defined  presynaptic  process  and  postsynaptic  process, 
separated  by  the  synaptic  cleft.  In  summary,  the  presynaptic  bouton  contains 
synaptic  vesicles  filled  with  neurotransmitters.  Upon  the  arrival  of  an  action 
potential,  the  presynaptic membrane  depolarizes,  which  results  in  the  voltage 
dependent calcium channels opening. This leads to a series of steps ending with 
the  fusion of docked synaptic vesicles  to  the plasma membrane, which  triggers 
the  release  of  a  packet  (quantum)  of  transmitter  substance.  These 
neurotransmitters  cross  the  narrow  synaptic  cleft  (20‐25nm)  and  act  on  the 
postsynaptic  branch  juxtaposed  to  the  presynaptic  process.  The  postsynaptic 
part  is  able  to  respond  to  the  neurotransmitter  action,  as  it  contains  specific 
receptors  and  coupled machineries  enabling  neurons  to  transmit  and  regulate 
the  information. Multiple depolarization events  sum together and propagate  to 
the cell body where,  if  the firing threshold  is reached, a new action potential  is 





Synapses  can  be  excitatory,  inhibitory  or modulatory.  In  the  vertebrate 
brain,  glutamate  is  the  major  neurotransmitter  of  excitatory  synapses,  while 
inhibitory  transmission  is  mainly  mediated  by  GABA  (gamma‐amino  butyric 
acid)  and  glycine.  The  modulatory  transmission  is  based  on  the  action  of 
dopamine, serotonin and other neuromodulators.   The information propagation 
from neuron to neuron depends on the combined effects of excitatory, inhibitory 
and  modulatory  transmissions.  Excitatory  transmission  relies  on  temporary 
depolarization of the postsynaptic membrane, a so‐called excitatory postsynaptic 
potential  (EPSP).  An  EPSP  is  caused  by  the  activation  of  receptors,  such  as 
ionotropic  glutamate  receptors  located  at  the  postsynaptic  cell membrane.  On 
the contrary, inhibitory postsynaptic potentials (IPSP) regulate the action of the 




tune  neuronal  excitability  and  thus  neuronal  transmission.  This  process  is 
regulated by  the number of excitatory versus  inhibitory contacts  received by a 
single neuron and their respective strengths.  
 
Synapses  that  convey  specific  neurotransmitters  differ  in  their 
composition and structure. Early on it has been discovered that synapses in the 
brain  fall  into  two  major  categories:  type  I  synapses,  with  asymmetrical 
densification  of  their  pre  and  postsynaptic  membranes,  usually  implicated  in 
excitatory  transmission;  and  type  II  synapses,  with  symmetrical  densification 
mainly  representing  inhibitory  synaptic  actions.  Excitatory  and  inhibitory 
synapses also differ  in postsynaptic morphology. The majority of glutamatergic 
synapses  are  found  on  bulbous  protrusions  known  as  spines,  whereas  most 
GABAergic  synapses  are  formed  on  the  dendritic  shaft,  the  soma  or  proximal 
axonal regions.  
By  using  different  neurotransmitters  and  neuromodulators,  different  types  of 
receptors  and  different  secondary  messenger  systems,  a  synapse  exhibits 
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under  intensive  investigation.  Indeed, modifying the synaptic strength between 
neurons  has  been  hypothesized  to  be  the  cellular  correlate  of  learning  and 
memory  (Bliss  and  Lomo,  1973)  (Wenthold  et  al.,  2003)  (Nicoll  et  al.,  2006) 
(Malinow and Malenka, 2002) (Bredt and Nicoll, 2003). This process is referred 
to  as  synaptic  plasticity.  There  are multiple  forms of  synaptic  plasticity, which 





















organized networks  as well  as  flexibility.  Indeed, wiring  the brain  involves  the 
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refinement of connections upon stimulation. This process is referred as synaptic 
plasticity  and  is  thought  to  be  the  molecular  basis  underlying  learning  and 
memory.  Since  the  1950’s,  the  hippocampus  has  been  recognized  to  play  a 
fundamental  role  in  episodic memory  and  learning,  especially  spatial  learning 
(Penfield.,  1955)  (Kesner,  Aug  2006)  (Penfield.,  1955,  P.  Andersen,  2007) 
(Kesner and Hopkins, 2006). Another reason making the hippocampus attractive 
is  its  highly  laminated  structure.  Hence,  it  has  a  very  distinctive  and  readily 
identifiable structure arranged in orderly layers.  
 
The pyramidal cell  layer has been divided  into  three regions designated 
as CA1, CA2, and CA3 (Cornu Amonnis or Ammon's horn) based on the size and 
morphology  of  the  neurons.  The  regions  above  and  below  the  pyramidal  cell 
layer  are  divided  into  a  number  of  strata  (containing  mainly  inhibitory 
interneurons).  The  hippocampal  formation  contains  the  dentate  gyrus  (DG), 
composed of granular  cell  layers which connect  to  the CA3 cell  region  through 
their axons. These fibers are called mossy fibers. The axons arising from the CA3 
pyramidal  cells which  synapse onto CA1 pyramidal  cell dendrites are  called as 
Schaeffer‐collaterals.  It  is  a  glutamatergic  excitatory  transmission.  This 
connection  in  the  hippocampus  has  provided  the  most  knowledge  about  the 
processes of plasticity and basal synaptic transmission.  
 
Originally  the  hippocampal  formation  was  described  as  a  tri‐synaptic 
pathway:  the  entorhinal  cortex  fibers  contact  the  DG  granular  cells  via  the 
perforant path, which  themselves  give  rise  to  the mossy  fibers projecting onto 
CA3  pyramidal  neurons.  Through  Schaffer  collateral  axons,  CA3  pyramidal 
neurons  in  turn  form  synapses  with  CA1  pyramidal  neurons.  Nowadays,  the 
connectivity  appears  to  be  more  complex  since  the  entorhinal  inputs,  in  fact, 







In  summary,  the  strictly  laminar  organization  of  the  hippocampus  makes  it  a 
particularly  suitable  region  for  electrophysiological  recording  techniques,  both 
in vitro and in vivo. 
 
Moreover, another advantage of  the hippocampal  formation  is  its ability 
to be transversally cut and maintained in culture for several days, in a so called 
organotypic  slice  culture  (Gahwiler,  1981)  (Stoppini  et  al.,  1991).  It  has  been 
shown  that  these  cultured  slices mimic  the  developmental  time  course  of  this 
region  in  situ  (D. Muller,  1993)  and maintain  a  connectivity  and an expression 
profile  of  synaptic  proteins  comparable  to  freshly  prepared  (acute)  slices  (De 
Simoni  et  al.,  2003)  (Buckby  et  al.,  2004).  Finally,  after  a  couple  of  days  of 
incubation, the slice culture becomes a thin stabilized in vitro system which can 
be  used  for  electrophysiological  recordings.  These  features  make  organotypic 
slices  a well‐suited  system  for  long‐term manipulations.  Therefore,  during my 
Ph.D., I decided to take advantage of the hippocampal organotypic slice model to 







The  schematic  shows  a  transversal  section  of  the  hippocampus  with  its  major 












CA1  pyramidal  neurons  possess  a  large  triangular  cell  body  shape  and 
dendrites with membrane protuberances called spines. These mushroom shaped 
specializations  face  the presynaptic  input coming  from axon  fibers and hold all 
the necessary machinery to receive and process the information.  
 
In  the  1950’s,  electron  microscopy  shed  light  on  a  fundamental 
characteristic  of  the  excitatory  postsynaptic  terminal:  it  appears  as  a  dense 
electron  structure,  which  gave  rise  to  the  term  Post  Synaptic  Density  (PSD) 
(Figure 2) The PSD is located beneath the postsynaptic membrane and is made of 
a  30‐40  nm  thick  protein  network  that  comprises  a  large  and  dynamic 
supramolecular  assembly  (Scannevin  and  Huganir,  2000)  (Yamauchi,  2002) 
(Feng and Zhang, 2009).  It  includes cytoskeleton proteins,  adhesion molecules, 
scaffolding proteins, G proteins and other signaling proteins  (Husi et al., 2000) 
(Kennedy, 2000) (Walikonis et al., 2000). These proteins have the possibility to 










presynaptic  site  is  filled  with  neurotransmitter  containing  vesicles.  The  red  arrow 



















of  synaptic  currents  at  glutamatergic  synapses.  At  synapses  between  CA3  and 
CA1 hippocampal pyramidal neurons, presynaptic release of glutamate activates 
primarily two subtypes of ionotropic receptors: AMPARs and NMDARs. AMPARs 






NMDARs  are  heterotetrameric  assemblies  (Rosenmund  et  al.,  1998)  of 
NR1,  NR2(A‐D)  and NR3(A‐B)  subunits.  NR1  and NR2A mRNA  are  distributed 
ubiquitously, with the highest densities occurring in hippocampal regions. In this 







Since  the  channel  pores  are  blocked  by  extracellular  magnesium  in  a 
voltage  dependent  manner  (Novak  L,  1984),  channel  activation  requires  a 
simultaneous  release  of  glutamate  by  the  presynaptic  terminal  and  a 
depolarization of the postsynaptic membrane which result  in the release of the 
magnesium block. As such, the NMDAR serves as a coincidence detector for co‐
activation  of  the  pre  and  the  postsynaptic  neurons  (Figure  3)  This  detector 
property together with a high permeability to calcium renders the NMDAR a key 
player  in  the  process  of  synaptic  plasticity  at  CA3‐CA1  synapses  (Harris  et  al., 
1984).  One  of  the  most‐characterized  plasticity  processes  is  long  term 
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potentiation and its counterpart, long term depression, which take place at CA3‐









ions.  The  release  of  glutamate  by  the  pre‐synaptic  terminal  activates  AMPARs  which 
open  and  enable  sodium  to  enter  the  cell. B)  A  simultaneous postsynaptic membrane 










AMPARs  are  heterotetramers  (Mano  and Teichberg,  1998)  (Rosenmund 
et al., 1998) composed of four subunits: GluA1, GluA2, GluA3, GluA4 (Dingledine 
et al., 1999) (Hollmann and Heinemann, 1994), with a maximum of two different 
subunit  types assembled to  form a  functional receptor (Ayalon and Stern‐Bach, 
2001) (Mansour et al., 2001). Each subunit contains around 900 amino acids and 
has a molecular weight of 105kDa (Rogers et al., 1991). Each subunit possesses a 
large N‐terminal  extracellular domain,  three  transmembrane domains  (TM1, 3, 
4),  one  intramembrane  domain  (TM2),  and  an  intracellular  C‐terminus.  The 
ligand  binds  to  a  pocket  created  by  the  association  of  the  extracellular  loop 






Figure  4.  Schematic  illustration  showing  the  topology  of  an  AMPA  receptor 
subunit.  
The N‐terminal domain and the extra‐cellular loop form the ligand‐binding site. The four 
transmembrane  domains  and  the  intracellular  domain  are  depicted.  The  alternative 





The  subunit  composition  of  the  receptor  varies  depending  on  the  brain 
region.  In  adult  hippocampal  pyramidal  cells,  AMPARs  are  mainly  made  of 
GluA1/GluA2 subunits or GluA2/GluA3 subunits (Wenthold et al., 1996). GluA2 





segment,  giving  rise  to  the  flip  and  flop  isoforms  (Sommer et  al.,  1990), which 
results  in differences  in the pharmacological properties of the receptor and the 
kinetics of the channel. The ratio of each isoform is age‐, brain region‐, and cell 
type‐dependent.  In  addition,  GluA2  and  GluA4  can  be  alternatively  spliced  at 
their  intracellular  C‐terminal  tail,  giving  rise  to  the  short  and  long  isoforms 
(Gallo et al., 1992) (Köhler et al., 1994). This modification determines the set of 












the  adult  brain  exhibits  this modification.  This  change  in  GluA2 mRNA  coding 
affects  the  ion  channel  pore  region  and  renders  GluA2‐containing  AMPA 




Finally,  in  addition  to  these putative  amino  acid modifications, AMPARs 




CaMKII  (Calcium/Calmodulin Kinase  II) at serine 831 and another one  for PKA 
(Protein  Kinase  A)  at  serine  845  (Roche  et  al.,  1996)  (Barria  et  al.,  1997) 
(Mammen  et  al.,  1997).  During  basal  synaptic  transmission,  the  PKA  site  is 
phosphorylated,  whereas  the  CaMKII  site  is  not.  Moreover,  it  was  shown  that 
serine  845  phosphorylation  by  PKA  increases  the  channel  opening  probability 
(Banke et al., 2000), and phosphorylation of serine 831 by CaMKII enhances the 
channel conductance (Derkach et al., 1999). Therefore, during synaptic plasticity, 





Before  the modification  of  AMPAR  function  at  the  synapse,  how  do  the 
receptors reach this specialized compartment?  
First  of  all,  it  is  known  that  AMPAR  are  synthesized,  maturated  (folding,  N‐
glycosylation, disulfide bond) and assembled in the endoplasmic reticulum (ER) 
in the soma. Only properly folded and assembled receptors are then exported to 
the  Golgi  apparatus  (Greger  et  al.,  2002).  The  non‐conventional  receptors  are 
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kept  in  the  reticulum  and  degraded  through  the  proteasomal  pathway 
(Vandenberghe and Bredt, 2004). Properly  folded  receptors are  transported  to 
dendrites through motor proteins such as myosin, dynein or kinesins (Hirokawa 
and  Takemura,  2005)  (Bridgman,  2004),  which  bind  to  microtubules  or  actin 
filaments.  This  trafficking  process  involves  adaptor  proteins  as  well  as 
scaffolding proteins to create a link between the receptor and the motor proteins 
(Setou et al., 2002) (Wu et al., 2002) (Braithwaite et al., 2000)  (Bredt and Nicoll, 
2003).  In  this  way,  receptors  can  travel  long  distances  in  neurites  when 
associated  with  microtubules,  or  shorter  distances  (like  in  the  spine)  when 
bound to actin. Moreover, trans‐golgi apparatuses are also present in dendrites 
(Pierce et  al.,  2001)  (Horton and Ehlers, 2003), where  local  synthesis  can  take 
place in response to synaptic activity (Ju et al., 2004) (Sutton et al., 2006). 
 
A  very  specific  characteristic  of  AMPARs  is  their  ability  to  be 





2009).  How  do  AMPARs  travel  between  these  two  sites  (synaptic  and 
extrasynaptic)?  This  leads  to  the  next  feature  of  AMPARs:  they  are  capable  of 
freely  diffusing  along  the  cell  membrane  (Figure  5)  (Borgdorff  and  Choquet, 
2002) (Tardin et al., 2003) (Groc et al., 2004) (Adesnik et al., 2005) (Ashby et al., 
2006) (Isaac et al., 2007) (Bats et al., 2007). In addition, it has been shown that 
GluA2  is  constitutively  inserted  at  the  synapse,  while  GluA1  is  inserted  in  an 
activity dependant manner (Shi et al., 2001) (Passafaro et al., 2001); (Lin et al., 

















During  the  last decade, a  concept emerged,  suggesting  that AMPARs are 
the  center  of  a  multiprotein  complex  (Jackson  and  Nicoll,  2011).  These 
interactions  regulate  numerous  aspects  of  AMPAR  properties.  Thus,  AMPAR 
biophysical  properties  are  based  not  only  on  the  molecular  identity  of  the 
receptor  (subunit  composition,  splice  variation,  RNA  editing,  and  post‐
translational modifications) but also on the proteins interacting with AMPARs, to 







The  first  group of proteins  identified as AMPAR auxiliary  subunits,  as  they are 




by  the  analysis  of  a  spontaneous mutation  that  causes  absence  epilepsy,  head 
tossing, and ataxia (Noebels et al., 1990). The mutant mouse keeps looking at the 
sky,  hence  the  protein  responsible  for  the  phenotype was  named  as  stargazin 
and the mouse as “stargazer”. Due to its 25% homology with the skeletal muscle 
calcium channel subunit, γ‐1 (Jay et al., 1990), the peptide was first named as γ‐
2.  In  fact,  its gene symbol, Cacng2,  is also derived  from Cacng1  skeletal muscle 
gene  nomination,  which  encodes  for  γ‐1.  However,  nowadays,  stargazin  is  its 
more common name.  
The  stargazin  locus  encodes  a  38  kDa  protein  which  is  a  four‐pass 
transmembrane  protein  with  both  N  and  C‐termini  in  the  cytosolic  region. 
Absence  of  stargazin  is  associated with  selective  and  complete  loss  of  AMPAR 
function in cerebellar granule cells (Chen et al., 2000) (Hashimoto et al., 1999). 
At  the  cellular  level,  different  sets  of  experiments  showed  that  stargazin 
promotes  synaptic  targeting  of  the  AMPAR  (Chen  et  al.,  2000)  (Tomita  et  al., 
2003)  (Vandenberghe  et  al.,  2005)  in  a  two‐step  model.  First,  by  bringing 
AMPARs  to  the  neuronal  plasma  membrane,  stargazin  ensures  their  proper 
maturation  through  the  secretory  pathway.  Second,  through  its  C‐terminal 
interaction with PDZ‐containing proteins, stargazin retains AMPARs at the PSD. 
In  addition,  stargazin  also  modulates  receptor  pharmacology  and  controls 
channel  gating  and  the  permeability  of  the  receptor.  Specifically,  stargazin 
enhances  AMPAR  glutamate  affinity,  and  therefore  delays  deactivation  and 
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desensitization  of  the  receptor.  Moreover,  stargazin  attenuates  intracellular 
polyamine  block  of  calcium‐permeable  AMPARs  (which  is  dictated  by  the  Q 
residue  in  GluA2‐lacking  subunits),  thus  increasing  the  current  at  depolarized 
potentials (Soto et al., 2007). Finally, by means of increasing the rate of channel 
opening, and thus single‐channel conductance (Tomita et al., 2005a) (Tomita et 
al.,  2005b)  (Soto  et  al.,  2007),  stargazin  participates  in  modulating  AMPAR 
transmission  with  its  ability  to  dissociate  from  AMPARs  after  they  bind 




based  on  their  sequence  homology.  Therefore,  stargazin  belongs  to  the  type  I 
group of TARP isoforms along with three other members: γ‐3, γ‐4, and γ‐8. Type 
II  consists  of  γ‐5  and  γ‐7  (Tomita  et  al.,  2003).  All  TARPs  are  differentially 
expressed  throughout  development  and  display  distinct  regional  specificity  as 
well as expression patterns according to neuronal and glial cell populations (Cho 
et al., 2007) (Fukaya et al., 2006) (Kato et al., 2007) (Milstein et al., 2007); (Moss 





highly  versatile  and  complex  process  and  thus  is  currently  under  intensive 
investigation. To summarize, type I TARPs associate with all four GluA subunits 
and  regulate AMPAR  trafficking,  gating,  and pharmacology  in  a TARP  subtype‐
specific manner  (Nicoll  et  al.,  2006)  (Osten and Stern‐Bach, 2006)  (Ziff,  2007). 
Moreover, different expression levels of the different TARP isoforms change the 






As  social  networking  seems  to  be  a  key  behavior  of  our  generation, 
AMPARs too appear to interact with a growing number of candidate proteins. In 
this  notion,  Schwenk  and  colleagues’  (Schwenk  et  al.,  2009)  remarkable  study 
revealed that, in addition to interacting with TARPs, AMPARs also associate with 
CNIH‐2  and  CNIH‐3  which  are  vertebrate  homologs  of  Drosophila  cornichon 
(French  for  ‘‘pickled  gherkin’’).  This  topic  is  under  active  research  and  is  thus 
subject to competing theories, such as whether AMPAR interacting partners are 
mutually exclusive (Schwenk theory) or  form a tripartite complex composed of 
AMPAR/TARPs/CNIH  (Kato  et  al.,  2010a).  However,  there  is  consensus  that 
CNIH  acts  as  a  bonafide  auxiliary  subunit  and  regulates  AMPAR  (GluA1) 






Von Engelhardt  (von Engelhardt  et  al.,  2010):  the protein CKAMP44  (cysteine‐
knot  AMPA  receptor  modulating  protein  of  44  kDa).  It  has  been  shown  that 
CKAMP44  has  an  effect  opposite  to  TARPs  in  terms  of  surface  trafficking  and 
desensitization  (CKAMP44  accelerates  desensitization).  They  showed  that 


















AMPARs  are  maintained  at  the  synapse  via  their  interaction  with 
scaffolding proteins anchored at the PSD (Wyszynski et al., 1999) (Braithwaite et 
al.,  2000).  These  scaffolding  proteins  possess  PDZ  (PSD‐95/Discs  large 
homolog/Zona  occludens‐1)  domains,  as  do ~400  other  proteins  expressed  in 
the  rodent  species  (Kim  and  Sheng,  2004).  The  PDZ domain  is  a ~90‐residue‐
long  module  that  typically  binds  short  peptide  motifs  (~4–6  residues)  at  the 
extreme C‐terminal end of its interacting partners but also have the possibility to 
heterodimerize  (Sheng  and  Sala,  2001).  PDZ  domains  tend  to  fall  into  three 
categories based on their  interaction affinity with different  ligands (Marfatia et 
al., 1997, Marfatia et al., 2000) (Hsueh et al., 2000) (Jo et al., 1999). PDZ domains 
are  usually  found  in  tandem,  which  creates  the  possibility  for  a  high  protein 
concentration at a specific spot, helping to build macromolecular complexes. At 
the  PSD,  numerous  PDZ  domain‐containing  proteins  are  involved  in  the 
structural  organization  of  the  synapse  (Kim  and  Sheng,  2004).  The  most 
abundant  PDZ  domain  proteins  at  the  post  synaptic  density  are  the  MAGUKs 
(Membrane Associated GUanylate Kinases), more  specifically  the  subtype DLG‐
MAGUKs (Kim and Sheng, 2004) (Funke et al., 2005) (Elias and Nicoll, 2007).  
 











The  hallmark  of  all  DLG‐MAGUKs  is  the  presence  of  the  same  domain 

















to  proline  rich  stretches.  However,  in  the  DLG‐MAGUKs  SH3  domain,  the 
Hinge/Hook region (between SH3 and GK domain) occupies the binding pocket 




















Despite  the  high  homology  among  the  four members,  the DLG‐MAGUKs 
display  differences  in  their  N‐terminal  part  due  to  alternative  splicing.  On  the 
protein  level,  these  sequence  variations  result  in  either  a  palmitoylation 
sequence (Topinka and Bredt, 1998) or a L27 domain  found upstream the  first 
PDZ  domain  (Lee  et  al.,  2002)  (Nakagawa  et  al.,  2004),  named  alpha  and  beta 
isoforms, respectively. 
 The L27 domain got its name by virtue of the same motif  found in Lin‐2 
and  Lin‐7  C.elegans  proteins,  which  allows  the  protein  to  dimerize 
(Chetkovich  et  al.,  2002)  (Lee  et  al.,  2002). This  splice  variant has been 




 On  the  other  hand,  the  alpha‐isoform  contains  characteristic  cysteine 
residues,  which  can  be  modified  by  the  addition  of  the  fatty  acid, 
palmitate, by palmitoyl transferases. In the case of PSD‐95, palmitoylation 
of the cysteines in position 3 and 5 have been shown to be necessary for 
synaptic  targeting  and  synaptic  clustering  (Craven  et  al.,  1999)    (El‐
Husseini  et  al.,  2000a)  (Topinka  and  Bredt,  1998).  Moreover, 












The  four  members  of  the  DLG‐MAGUK  family  are  subjected  to  distinct 
spatiotemporal  expression  patterns  during  brain  development  (Sans  et  al., 
2000). In the rodent brain, SAP102 is the first DLG‐MAGUK expressed at the late 
embryonic  stage  and  reaches  its  expression  plateau  around  post‐natal  day  10 
(P10),  whereas  the  three  other  members  are  gradually  increased  during 







et  al.,  1995).  However,  the  synaptic  enrichment  of  SAP97  is  debated  by  some 
groups observing it (Chetkovich et al., 2002) (Rumbaugh et al., 2003, Nakagawa 
et al., 2004). The discrepancies observed between the studies might result from 
different  expression  levels,  as  the  studies  by  Chetkovich,  Rumbaugh  and 
Nakagawa used  transfection, which results  in much higher expression  than  the 
lentiviral‐mediated transduction used in the Waites’ study. SAP102 is suggested 
to  have  an  intermediate  distribution‐‐present  along  the  spine  (PSD  and 
cytoplasm)  and  dendrite.  Using  immunogold  double  staining  (PSD‐95  and 
SAP102), Zheng and colleagues (Zheng et al., 2010) showed that in hippocampal 
dissociated neuron cultures (E18) transfected on the 18th day in vitro (DIV) with 
PSD‐95  and  SAP102  and  fixed  at  DIV21‐22,  show  a  PSD‐95  enrichment  at  the 
upper part of the PSD (close to the membrane), while SAP102 is present mainly 
in  the  lower  part  of  the  PSD  (further  away  from  the  membrane)  with  a  co‐









During  development,  PSD‐95  is  suggested  to  influence  synaptic 
maturation.  PSD‐95  overexpression  in  hippocampal  dissociated  cultures 
accelerates development, promotes spine enlargement and increases the number 
of  spines  (El‐Husseini  et  al.,  2000b).  Moreover,  in  this  study,  a  selective 
enhancement  of  GluA1,  but  not  NR1,  clustering  was  observed.  This  correlates 
with previous  studies  showing  that  the number of NMDARs  remains  relatively 
constant, whereas the number of synaptic GluAs increases during development. 
However,  very  interestingly,  PSD‐95  has  been  shown  to  interact  directly  with 










Additionally,  PSD‐95  interacts  with  a  wide  range  of  scaffold  proteins, 
actin cytoskeleton components and cytoplasmic signaling molecules (Sheng and 
Kim, 2002)  (Husi  et  al.,  2000)  (Husi  and Grant,  2001)    (Kim and Sheng,  2004) 
(Montgomery et al., 2004) (Scannevin and Huganir, 2000). Consequently, PSD‐95 
has the capacity to bring signal‐transducing enzymes  in proximity with surface 




al.,  2006).  PSD‐95  has  been  suggested  to  regulate NMDAR‐dependent  synaptic 
plasticity by acting as a “slot” protein to anchor AMPARs at the synapse (Schnell 
et al., 2002). Indeed, levels of PSD‐95 have been correlated with the strength of 
synaptic  transmission.  In  addition,  immunocytochemistry  experiments 
suggested that the enhancement in AMPAR transmission is related to an increase 






The  fact  that  overexpression  of  PSD‐95  drives  a  selective  and  robust 
increase in AMPAR transmission (but not in NMDAR transmission) (Schnell et al., 
2002)  (Ehrlich, 2004)  (Schlüter  et  al.,  2006)  suggests  another potential  role of 
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PSD‐95  in  addition  to  the  signaling  scaffold  associated  with  NMDARs.  It  was 
proposed  that  PSD‐95  has  the  capacity  to  regulate  the  number  /  function  of 










al  (Migaud  et  al.,  1998),  and,  very  surprisingly,  showed  normal  AMPAR  and 
NMDAR‐mediated  transmission.  It  should be noted  that,  in  this  study,  a mouse 
carrying a stop codon after PDZ1 and PDZ2 domains was generated. Hence, the 
targeted  mutation  in  the  PSD‐95  gene  led  to  the  expression  of  a  truncated 
protein  containing  PDZ1  and  PDZ2  domains  in  frame  with  an  IRES  (internal 
ribosome entry  site)  b‐galactosidase  gene  reporter  (mouse  line  named PSD‐95 
PDZ12).  Nevertheless, an important feature of this mouse line is the absence of 
PSD‐95  PDZ12  protein  in  the  PSD  fraction,  in  synaptosomes  and  in  synaptic 
plasma membranes  of  homozygote  mice.  This  is  in  contrast  to  the  full  length 
PSD‐95, which can be detected in any of these compartments in wild type mice. 
In an attempt to rule out the possibility that the truncated PSD‐95 (PSD‐
95 PDZ12)  could  still  participate  in basal  synaptic  transmission  in  this PSD‐95 








95  gene  deletion,  a  defect  in  AMPAR  transmission  was  observed  when 
recordings were performed between P14 and P24 (but not in younger animals) 
(Béïque et al., 2006). 
This  discrepancy  concerning  an  altered  basal  synaptic  transmission  in  the 
different  KO  lines  could  be  related  to  the  mouse  line  itself  or  to  reflecting  a 
different maturation  state  of  the  synapses  under  investigations. Moreover,  the 
normalcy of synaptic transmission observed in certain KO lines could be related 
to a  functional  compensation mediated by  the other DLG‐MAGUKs due  to  their 
molecular  redundancy.  In  an  attempt  to  limit  possible  compensatory 
































the N‐terminal part of  the protein  for  synaptic  targeting and enrichment. They 
revealed  that  the  N‐terminus  of  PSD‐95  allows  a  head‐to‐head  interaction  to 
prompt  multimerization  (Hsueh  and  Sheng,  1999).  Moreover,  the  N‐terminal 
palmitoylation appears to be a prerequisite for its synaptic targeting (Craven et 
al.,  1999).  In  addition,  electrophysiology  studies  based  on  overexpression  of 
specific truncated forms of the protein highlighted the necessity of the PDZ1 and 
PDZ2 domains of PSD‐95 to enhance AMPAR transmission (Schnell et al., 2002). 
These  data  were  corroborated  by  confocal  microscopy  imaging,  showing  a 
typical  punctate  distribution,  corresponding  to  the  PSD  enrichment  of  the 
protein (Craven et al., 1999).   
It  should be noted  that  the  study by Migaud et  al  (Migaud et  al.,  1998) and by 
Schnell et al (Schnell et al., 2002)  are in clear contrast. Althought, both used the 
truncated  PSD‐95  PDZ12  protein,  the  former  sees  no  change  in  AMPAR‐




95.  Indeed,  in  the  experimental  set‐ups,  Schnell  et  al.  (Schnell  et  al.,  2002) 
overexpressed PSD‐95 PDZ12 in neurons already expressing full‐length PSD‐95, 
while Migaud et al. (Migaud et al., 1998) expressed PSD‐95 PDZ12 in KO neurons. 
As  stated  above,  PSD‐95  has  the  capacity  to multimerize with  itself.  Therefore 
the  endogenous  PSD‐95  can  team up with  the  PSD‐95 PDZ12  and mediate  the 
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function of AMPAR transmission in duo.  
Due  to  the  importance  of  the  background  environment  in  the  neuron,  (i.e., 
expressing  or  not  expressing  endogenous  PSD‐95)  to  distinguish  the  results,  a 
new tool was generated by Schlüter et al.  (Schlüter et al., 2006),  the molecular 
replacement method. It consists of knocking‐down the endogenous protein and 
replacing  it  with  a  mutant  under  investigation  (see  section  IV.A.2  for  more 
details). 
Consequently,  the  minimal  requirement  of  PSD‐95  to  influence  basal  synaptic 
transmission was revisited using the so‐called molecular replacement method. 
  
  In  addition  to  the  N‐terminal  part  and  the  two  first  PDZ  domains, 
previously  defined  as  the minimal  domains  necessary  for  PSD‐95  to  influence 
basal synaptic transmission, Xu and colleagues (Xu et al., 2008) showed that the 
SH3‐GK module  is  an additional  requirement. Removing  the C‐terminal part  of 
PSD‐95 (SH3 and GK domains, named PSD‐95ΔSH3‐GK) and overexpressing it in 
wild‐type neurons, produced an enhanced AMPAR transmission. However, such 
an  enhancement  was  not  observed  when  using  the  molecular  replacement 
technique. Indeed, knocking‐down endogenous PSD‐95 via shRNA and replacing 
it  by  PSD‐95ΔSH3‐GK  led  to  a ~  50% decrease  in  AMPAR‐currents  amplitude. 
This shows that, as already pointed‐out before, the background environment in a 
neuron  is  important  in  terms  of  the  presence  of  the  endogenous  proteins. 
Moreover,  this  demonstrates  that  PSD‐95  lacking  the  SH3‐GK  module  is  not 
functional, additional requirement of these domains for proper PSD‐95 function.  
In  addition,  these  electrophysiological  findings  were  supported  by  confocal 
microscopy data, showing a more diffused somato‐dendritic pattern of the PSD‐
95ΔSH3‐GK  instead  of  the  typical  punctate  pattern  observed  with  full  length 







For my  thesis  I  set out  to determine which of  the SH3 and/or GK domains are 
needed to mediate, in partnership with the N‐terminal amino acids and the two 
first  PDZ  domains,  the  regulation  that  PSD‐95  exerts  on  basal  synaptic 
transmission. 
To this end, I choose the hippocampal organotypic slice preparation as a model 
system  and  used  a  combination  of  molecular  replacement  and 
electrophysiological  techniques.  This  involved molecular  cloning  of  the mutant 
forms  of  PSD‐95  lacking  different  sets  of  domain(s)  in  a  lentiviral  vector, 
generation  of  the  lentivirus,  injection  of  the  lentiviral  particles  into  CA1 
pyramidal  cell  layers  and  then  performing  dual  whole‐cell  patch‐clamp 
experiments. The electrophysiological properties between a neighboring control 
neuron  and  an  infected  neuron  expressing mutant  PSD‐95 were  compared.  By 
deleting a  single domain  (or multiple domains) of PSD‐95,  I  could assess  if  the 
mutant  protein  was  able  to  rescue  the  deficit  in  basal  synaptic  transmission 
mediated by shRNA against the endogenous PSD‐95. This allowed me to evaluate 














































































Chemical /commercial reagents and kits      Supplier 
   
Adenosine 5í’‐ triphosphate (ATP)          Sigma 
Agarose                Sigma 
A.M.B.A                Roth 
Ampiciline                Roth 
A.P.S (10%)                Roth 
l‐Ascorbic acid              Sigma 
Aspartate (amino‐acids)            Roth   
d‐APV                  Ascent Scientific 
Bacteria Escherichia coli (E. coli),  
XL1‐Blue               Stratagene  
TOP10               Invitrogen 
B27                   Invitrogen   
BME (basal medium + Earle‘s)           Biochrom 
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Bicucculine                Ascent scientific 
Bromophenolblue              Roth 
BSA                  PAA 
CaCl2                  Roth 
CaCl2*2H2O                Roth 
2‐chloroadenosine               BioLog 
Chloroform                Applichem 
L‐Cysteine                Flucka 
DMEM/HamsF12               Biochrom 
DNaseI                Sigma 
dNTPs                 Bioline 
DiThioThreitol              Roth 
EDTA                  Roth 
Enzymes                Bioline 
Fermentas   
NEB  
Ethidium bromide               Roth 
FUDR                   Sigma‐aldrich 
d‐Glucose                Merck 
d‐Glucose*H2O              Merck 
Glutamate (amino acids)            Roth 
Glutamax                Biochrom   
Glycerol                Roth 
HEPES                 Biochrom 
Horse serum                Biochrom 
HyClone 
HBSS (Hanks balanced salt solution 10x) + MgCl2, + CaCl2   Gibco 
Insulin                Sigma 
Isopropanol                Roth 
KCl                  Sigma 
LB‐agar                Roth 
LB‐medium                Roth 
MEM vitamins 100x              Gibco 
MEM amino acids 50x            Gibco 
MgCl2*6H2O                Merck or Sigma 
MgSO4*7H2O               Fluka or Merck 
NaCl                  Sigma 
NaEDTA                Roth 
NaHCO3                Sigma 
NaH2PO4                Sigma‐Aldrich 
NaH2PO4*H2O               Sigma 
NaOH                  Roth 
Page Ruler Prestained proteins (ladder)        Fermentas 
Papaine                Worthinghton 
PBS (+/‐ Calcium Magnesium)          Biochrom 
Phase lock gel heavy tube            5‐Prime 
phenol:chloroform:isoamyl            AppliChem 
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Phusion Polymerase             Finnzymes 
Picrotoxin                 Ascent Scientific 
Polymerase T4 / Mango Taq            Bioline 
PonceauS                 Sigma‐Aldrich 
Porous membrane discs (0.4µm)          Millipore 
PVDF membrane               Millipore 
2‐propanol                Roth 
Proteinase K                Roth 
QIAquick gel extraction kit            Qiagen 
QIAquick PCR purification kit          Qiagen 
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)          Roth 
Sucrose                Roth 
TEMED (N,N,N',N'‐Tetramethylethylenediamine)     Uptima interchim 
TRIS/HCl                Roth 
Trypsin                Biochrom 
Tween‐ 20                Roth   
 
           
Equipment 
 
Instruments              Supplier 
 
Borosilicate glass patch pipette         King Precision Glass 
Camera & its controller C2741‐62        Hamamatsu 
Double‐barrel glass TST150‐6        World Precision Instr. 
DNA electrophoresis chambers        Harnischmacher 
Electroporator  2510            Eppendorf 
Heating device (electrophysiology set‐up)       npi 
Incubator 37°             New Brunswick sc. 
Incubator 34°             Labotech 
ITC‐18 data acquisition board         InstruTECH/HEKA  
Odyssey scanmachine            Li‐COR 
Biosciences 
Micromanipulator MP‐225           Sutter Instrument  
MultiClamp700B amplifier           Axon instrument 
Nanoject II device             Drummond Scientific  
Osmometer Vapro 5520          Wescor 
pH meter PP‐15        Sartorius 
Puller P‐97               Sutter Instrument  
Refrigerated Centrifuge 5417R        Eppendorf  
Table Centrifuge 5424R          Eppendorf  
Ultracentrifuge Beckman J2‐MC        Beckman Instruments  
UV‐photograph apparatus          Intas 














For  the  cloning  of  DNA  constructs,  standard  methods  for  preparative  and 
analytical  digestion,  ligation,  and  electroporation  of  Escherichia  coli  (E.  coli) 
were used (Sambrook, 2001). Deviations from standard protocols are indicated 
in the following sections. 






DNA  ligation  mixture  was  added  and  transferred  in  pre‐cooled  cuvette 
(Invitrogen). After electroporation of the plasmid using the electroporator 2510 
device  (1800V),  300µl  of  LB  medium  without  antibiotics  was  added  to  the 
bacteria and then plated on a LB plate containing the appropriate antibiotics (in 












a  agarose  gel,  a  phenol/chloroform  extraction  was  performed,  by  mixing  the 
DNA containing solution with phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1)  in a 
1:1  ratio.  The  phases  were  separated  by  using  heavy  phase  lock  tube 
(Eppendorf),  and  centrifuged  1min  at  14000rpm  (rounds  per  minute).  The 
supernatant  was  transferred  and  mixed  with  an  equal  volume  of  chloroform. 











Pick  and  spread  single  colony  onto  another  LB  plate  with  clear  separation  in 
between them. The plate was incubated overnight at 37°C. 
Day 2: 
Single  colony  were  picked  and  dipped  in  0.2ml  PCR  tubes  (8‐tube  strips) 
containing  10µl  of water.  10µl  of  2x master mix was  then  added,  and  samples 














Ligation  of  DNA  fragments  was  performed  by  incubating  the  backbone  of  a 
plasmid  with  an  appropriate  amount  of  insert  DNA  with  a  ratio  1:3 





















Using  a  PCR  cycler,  the  following  program  was  adjusted  according  to  the 
melting/annealing  temperature of  the primers (a) and the size of  the amplicon 
(c).  
The  melting  temperature  (Tm)  of  the  primer  was  calculated  according  to  the 






a  restriction  site  (see  example  2).  In  the  last  case,  a  slightly  different  program 
was  used  where  (a)  was  referring  to  the  melting  temperature  of  the  short 
primers  (not  counting  the  additional  restriction  site)  and  (b)  to  the  melting 
temperature of the long primers (full‐length primer).  














DNA  fragments  were  separated  by  horizontal  electrophoresis  in  DNA 















II.B.1.g. Extraction  of  DNA  fragments  from 
agarose gels 
 











DNA  sequencings  were  performed  by  the  AGCT  DNA  Core  Facility.  For 














The  endogenous  PSD‐95  is  knocked‐down  by  the  use  of  RNA  interference 
technology.  The  short  hairpin RNA  (shRNA)  against  PSD‐95  (sh95)  targets  the 
following sequence: GGA CAT CCA GGC ACA CAA G. It was cloned under the H1 










al.,  2006).  It  finds  its  origin  in  the  use  of  lentiviral  vector  systems  to  (over)‐
express a protein of  interest, and was implemented with the incorporation of a 
second promoter leading to the expression of a short hairpin RNA, conducting an 
efficient  knockdown  of  the  protein  of  interest.  This  approach  also  allows  a 
temporally  and  spatially  controlled  manipulation,  hence  reducing  any 





mutant,  but  rather  on  the  restoration  of  a  loss  of  function.  Furthermore,  the 
molecular  replacement  method  can  be  combined  with  electrophysiological 
recordings,  more  specifically  dual  neighbor  neuron  whole‐cell  patch‐clamping 
(one unmodified control cell and one GFP‐fused recombinant protein‐expressing 
infected cell). This allows for the stimulation of both neurons through a common 











This  construct  was  kindly  provided  by  Dr.  Dr.  Schlüter  and  is  used  as  a 
control/reference. 
     
In  order  to  create  molecular  replacement  vector  expressing  PSD‐95 
lacking certain domain(s) of interest, deletion of it/them was carried out basing 
on the same method: 
Using  the  PSD‐95  sequence  contained  in  FHsh95pUPSD‐95GW  as  a  template, 
with  different  set  of  primers,  different  fragments  of  PSD‐95  were  amplified 
(according  to  the  interest) while  introducing  restriction  site  at  the N‐terminal 
part of the forward primer and the same at the C‐terminal of the reverse primer, 
for example enzyme X.  





























































































The  over‐expression  vector  is  dimilar  as  the  one  used  for  the  molecular 
replacement, apart from a missing sh95p sequence under the H1 promoter. For 
example,  FHUPSD‐95dGKGW,  in  short,  OE  ΔGK  and  FHUPSD‐95‐PDZ12‐GKGW 
(OE PDZ12‐GK). 
 
Another  set  of  replacement  constructs  did  not  knockdown  PSD‐95,  but 
knockdown SAP102 and express PSD‐95 mutants presented above. In this case, 
the  shRNA  against  SAP102  was  expressed  under  the  U6  promoter.  The 
FU6sh102UGW vector was kindly provided by Dr. Y.Liu in our lab, and was used 






































































































After  assembly  of  the  chamber,  samples were  loaded  (10µl  in  case  of  samples 
harvested from dissociated culture) as well as the ladder 6µl. 






Proteins  were  transferred  after  SDS‐PAGE  onto  a  protran  nitrocellulose 
membrane using a Harnischmacher TRANSBLOT‐apparatus. 
A  blotting  sandwich  was  assembled  in  cold  transfer  buffer  according  the 
manufacturer's  protocol.  Proteins were  transferred  at  4°C  in  transfer  buffer  at 
constant  voltage  (200mA  for  1h30).  The pre‐stained protein  ladder marker,  in 
addition  to  showing  the  molecular  weight,  was  also  a  first  indicator  of  a 
















overnight  at  4°C.  The  antibody  solution  was  removed  and  membranes  were 




step was done  in TBS  (5 min).  Immunofluorescent bands were visualized with 












Antibody         Dilution     Supplier 
Primary antibodies 
α‐Mortalin (mouse)       1:10000     NeuroMab 
α‐PSD‐93 (mouse )       1:10000      NeuroMab 
α‐PSD‐95 (mouse)       1:10000     NeuroMab 
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α‐SAP‐97 (mouse)       1:2000     NeuroMab 
α‐SAP‐102 (mouse)       1:2000     NeuroMab 
 
Secondary antibodies 
α ‐mouse Alexa Fluor 680 (goat)   1:15000     Invitrogen 
α ‐rabbit Alexa Fluor 680 (goat)   1:15000     Invitrogen 
α ‐mouse IR800 (goat)     1:15000     Li‐COR Biosciences 





al., 2004). The mice are housed  in the  institute's animal  facility with a 12h day 
light cycle. Each animal genotype was determined by PCR based on the protocol 
developed  by  the  Jackson  laboratory  (Bar Harbor, ME,  USA).  At  P2/P3  a  2mm 
mouse tail‐piece was digested overnight in 200µl lysis buffer at 55°C. Proteinase 
K was inactivated by boiling samples for 10 minutes. 2µl of  lysate was used for 




94°C  5min,  repeat  35  times  (94°C  for  45  sec,  55°C  for  45  sec,  72°C  for  1min), 
followed by 72°C for 10 min then holding at 4°C. PCR products were analyzed on 









































In  this  purpose  HEK293T  cells  were  used  (Graham  et  al.  1977).  They  were 
maintained in 10cm cell culture dishes containing HEK medium (see below) and 
kept in a 37°C humidified incubator with 5% CO2. The cells were passaged 1:5‐




High‐glucose  Dulbecco's Modified  Eagle's Medium  (Biochrom),  2mM  Glutamax 
(Invitrogen), 10% fetal calf serum (Biochrom). 
 
For  the  production  of  lentivirus  particles,  the  following  components  were 






dish  and  afterwards  transferred  to  the  same  type  of  incubator  but  at  32°C 
temperature. Then the medium was collected 48 hours after the transfection and 
centrifuged  for 5min at 2000g. The supernatant was  filtered  through a 0.45µm 
PVDF membrane, and then viral particles were concentrated by a 90min 36500g 














rats  of  either  sex  based  on  (Baughman,  1986).  After  decapitation,  the 
hippocampi were extracted in ice‐cold dissection solution and transferred to the 
enzymatic solution (containing papain and DNaseI) for 30min digestion at 37°C 
on  a  rotating  platform,  according  to  the  method  of  Huettner  and  Baughman 
(1986). Following the digestion, hippocampi were allowed to settle down in the 
tube,  the  enzymatic  solution  was  replaced  by  the  inactivation  solution,  which 





lysine‐coated  24  well  plate  into  1  ml  of  culture  medium  and  kept  at  37°C 






1.5mM  CaCl2*2H2O,  4.9mM  KCl,  0.2mM  NaH2PO4*H2O,  11mM  MgCl2*6H20, 



































Organotypic  hippocampal  slices were  prepared  from  postnatal  day  7‐8 Wistar 
rat or PSD‐95 KO mice of both sexes according to the Stoppini method (Stoppini 




whole  brain  was  immerged  in  frozen/liquid  interface  sucrose  cutting  buffer. 
Hippocampi  of  both  hemispheres  were  dissected  out  and  meninge  partially 





thus  excitotoxicity)  and  then  plated  onto  a  square  membrane  placed  on  the 
insert  (porous  membrane  discs)  making  the  interface  with  the  feeding  media 




204mM  Sucrose,  26mM  NaHCO3,  10mM  d‐Glucose,  2.5mM  KCl,  1mM 











At DIV1 or DIV2,  large scale produced viral particles were  injected  into one or 
two  sites  in  the  organotypic  slice  at  the  CA1  pyramidal  cell  layer,  useing  the 
Nanoject  II  device  with  the  supplied  capillary  tips,  and  a  custom‐built 













49%  BME,  25%  EBSS,  25mM  HEPES,  20%  Horse  Serum  (heat‐inactivated  for 





63.3%  BME,  25%  EBSS,  25mM  HEPES,  5%  Horse  Serum  (heat‐inactivated  for 















after  the  preparation  at  34°C,  and  used  during  this  time  interval  for 
electrophysiological recordings.  
For  the  experiments,  organotypic  slices  were  transferred  into  a  heated 
submerged recording chamber (~30°C), where they were continuously perfused 
(2‐3ml/min) with carbogenated (95 % O2, 5 % CO2) ACSF. Schaeffer collaterals 
were  stimulated  extracellularly  by  brief  (0.2 ms)  current  pulses  (once  every  5 
seconds) from a bipolar electrode filled with recording ACSF. Stimulus strength 
ranged between Y and X μA. Somatic whole‐cell voltage‐clamp recordings were 
made  from  visually  identified  CA1  pyramidal  cells  (under  infrared  differential 
interference contrast microscope) using a 2‐4 MOhm glass electrode filled with 
internal recording solution. Moreover, dual patch of an infected green cell and its 
neighboring  control  cell  was  performed  in  order  to  to  compare  their 
electrophysiological properties. For each pair of  cells a minimum of 40 sweeps 
was  collected  using  a  patch  clamp  amplifier,  an  A/D  converter  and  custom‐
programmed  acquisition  software  (Igor  pro).  Series  and  input  resistance  was 
monitored by a 5mV hyperpolarizing step. Cells in which series resistance varied 
by  25% or was  higher  than  20MΩ during  a  recording  session were  discarded. 
AMPA  and  NMDA  excitatory  postsynaptic  currents  (EPSCs)  were  obtained  by 
evoking  dual  component  responses  while  voltage‐clamping  neurons  at  ‐60mV 
and  +40  mV  respectively.  The  different  components  of  the  EPSC  were 
differentiated  based  on  the  difference  in  AMPA  and  NMDA  receptors’  decay 
kinetics. AMPARs decay within  few milliseconds, whereas NMDARs decay over 




















Figure  8.  Simultaneous  dual whole‐cell  patch‐clamp  recordings  of  hippocampal 
organotypic slice cultures. 
Lentivirus was used  to  infect  single  cells  in  the CA1 hippocampal  region  (indicated  in 
green) which  could  be  visualized with  fluorescent  light  sources  (B).  Recordings were 
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performed  by  voltage‐clamping  an  infected  and  a  neighboring  control  cell  while 
stimulating  the  Schaeffer  collateral  pathway  (Figure  8C  adapted  from  (Neves  et  al., 







1mM NaH2PO4,  4mM  CaCl2*2H2O.  The  ACSF was  oxygenated  for  30min with 







(w/v) was used  to adjust pH  to 7.3,  and  the solution was  cooled  to 4°C before 
adding Na2ATP and NaGTP. The osmolarity was adjusted to 290mOsm with CsCl. 















All  data  are  expressed  as mean  +/‐  standard  error  of  the mean  (SEM)  that  is 
shown  as  error  bars  in  the  presented  graphs.  Statistical  significance  of  log 
transformed  data  was  determined  using  two‐tail  paired  student  t  tests  for 
between control and infected cell’s comparisons and two‐tail unpaired t tests for 
between‐group  comparisons.    A  p  value  equal  to,  or  smaller  than  0.05  was 



















al.,  2008). PSD‐95  is  a modular protein  composed of distinct domains.  Starting 





the  molecular  replacement  context,  which  consists  of  knocking‐down  the 
endogenous protein and simultaneously replacing it with one mutant of interest 
(Schlüter  et  al.,  2006).  The  molecular  replacement  technique  is  advantageous 
because it can be used within specific time and space restrictions, and it is based 
on  restoring  of  a  loss  of  function.  In  addition,  the  endogenous  level  of  PSD‐95 
was shown to be a critical parameter influencing the outcome of the results and 
thus  their  interpretations  (Xu  et  al.,  2008).  That’s why,  for  the purpose  of  this 
study, I used the molecular replacement method to manipulate a limited number 
of single mature neurons among an intact network of cells, in combination with 
electrophysiological  recordings.  I  took  advantage  of  organotypic  hippocampal 
slice cultures in conjunction with lentiviral gene transfer to express GFP‐tagged 
(mutant) proteins  in CA1 hippocampal pyramidal  cells. All  electrophysiological 
experiments  involved  simultaneous  dual  whole‐cell  patch‐clamp  recordings 
from a lentiviral‐infected cell and a neighboring uninfected cell. The amplitude of 




compared,  allowing  the  effects  of  the  recombinant  protein  in  the  postsynaptic 
neuron on synaptic currents to be assessed.  
The strategy adopted here to test the requirements for specific domains of PSD‐
95 with  respect  to  synaptic  transmission was  to  delete  them  from  the  protein 
and assess the effect of the mutant protein on AMPAR and NMDAR transmissions 
when endogenous PSD‐95 was knocked‐down or absent (PSD‐95 KO). 
The  aim  of  the  study was  to more  precisely  define which  domain(s)  of  the  C‐
terminal part of PSD‐95 is/are required in conjunction with the N‐terminus and 

























as  to  allow  for  a  high  percentage  of  neurons  to  be  transduced  by  lentiviral 
























Next,  the  absence  of  PSD‐95  was  evaluated  at  the  electrophysiological 
level, using rat organotypic slice cultures. Recordings from a number of pairs are 
presented  in  a  scatter plot where  the X‐axis  represents  the EPSC  amplitude  of 
control cells, and the Y‐axis represents the EPSC amplitude of  infected neurons 
(Figure 10). The graph  is separated  in  the middle by a diagonal  line,  indicating 
equal  responses  between  control  and  infected  cell.  In  the  case  of  the  PSD‐95 
knockdown,  the  majority  of  the  dots  representing  pair  recordings  of  AMPAR‐
EPSC  amplitude,  including  the mean  (red  square),  are  below  the  diagonal  line 
(Figure  10).  This  indicates  a  reduction  in  the  amplitude  of  AMPAR‐EPSCs. 
Indeed,  the  lack  of  PSD‐95  resulted  in  an  approximately  50%  decrease  in 




























A)  Illustration  depicting  shRNA  mediated  knockdown  of  PSD‐95.  B)  Evoked  EPSCs  recorded 
simultaneously  from an untransfected  control  neuron  and  a  neuron  expressing  shRNA against 
PSD‐95. For all EPSC scatter plots in this and subsequent figures, black and red squares represent 




Our  experiments  required  us  to  reduce  background  endogenous  PSD‐95  to 










In order  to evaluate whether  the knockdown effect  could be  rescued by 
the  expression  of wild‐type  PSD‐95,  the molecular  replacement  technique was 
used  to  replace  endogenous  knocked‐down  PSD‐95,  with  full‐length  PSD‐95. 
Indeed, not only did it rescue the knockdown effect to the control cell level, the 
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full‐length  PSD‐95  replacement  yielded  a  2.3  fold  increase  in  AMPAR‐evoked 
currents (consistent with the previous study from (Schlüter et al., 2006)) along 
with  a  small,  but  significant,  increase  in  NMDAR‐evoked  currents  (Figure  11). 
Western  blot  data  showed  an  efficient  knockdown  of  endogenous  PSD‐95 
concomitant  to  a  high  expression  level  of  PSD‐95  (an  average  of  three  times 
more  intense  than  the  endogenous  PSD‐95  band)  (Figure  12).These  results 
indicated  that  the molecular  replacement  technique used  in  this  experiment  is 
working properly which  allowed me  to use  it  as  a  trustable  tool  to  investigate 






































The  molecular  replacement  of  a  truncated  form  of  PSD‐95  expressing 
PDZ12 domains was performed to assess if the expression of these two domains 
of PSD‐95 are sufficient  to rescue  the previously seen effect of  the knockdown. 
  65
This  experiment  led  to  a  ~45%  decrease  in  AMPAR‐evoked  currents  with  no 
change concerning the NMDAR component (Figure 13). This demonstrates that 
PSD‐95  PDZ12  is  not  able  to  rescue  the  knockdown  effect  mediated  by  the 
shRNA against PSD‐95, and that this truncated form of PSD‐95 is non‐functional 
(in the absence of endogenous PSD‐95). Moreover, western blot data showed an 
efficient  knockdown  of  endogenous  PSD‐95  concomitant  to  a  high  expression 
level of PSD‐95 PDZ12 (Figure 14). This indicates that the observed decrease in 


























A)  Illustration  depicting  the  PSD‐95  PDZ12 molecular  replacement  vector. B)  Dual‐whole  cell 
evoked  EPSCs  recorded  from  an  untransfected  control  neuron  and  a  PSD‐95  knockdown 
simultaneously  replaced with  overexpressing wild‐type  PSD‐95  PDZ12  neighbor.  Distributions 





Figure  14.  Molecular  replacement  by  PSD‐95  PDZ12  in  rat  hippocampal  dissociated 
cultures assessed by western‐blot.  










conjugation  with  its  three  PDZ  domains  (ΔSH3‐GK)  is  not  able  to  rescue  the 
knockdown  effect  mediated  by  shRNA  against  endogenous  PSD‐95  and 







15). Western  blot  data  showed  an  efficient  knockdown  of  endogenous  PSD‐95 






















A)  Illustration  depicting  the  PSD‐95ΔPDZ3molecular  replacement  vector.  B)  Dual‐whole  cell 
evoked  EPSCs  recorded  from  an  untransfected  control  neuron  and  a  PSD‐95  knockdown 






Figure  16.  Molecular  replacement  by  PSD‐95ΔPDZ3  in  rat  hippocampal  dissociated 
cultures assessed by western‐blot.  







The  next  step was  to  determine  to what  extent  PSD‐95  relies  on  its  C‐
terminal  motif  to  localize  AMPARs  at  synapses.  In  order  to  examine  this,  I 
expressed a mutant PSD‐95  construct  lacking  its  SH3 domain  and  recorded  its 
electrophyiological properties on a PSD‐95 knockdown background. As a result, I 
observed  an  enhancement  of  AMPAR  synaptic  strength  by  1.9‐fold,  while 
NMDAR  transmission was  increased by 1.3‐fold.  (Figure 17)   These  results are 
similar  to  the ones obtained  from molecular  replacement with  full‐length PSD‐
95, thus suggesting this is a fully functional PSD‐95. Western blot data showed an 
efficient  knockdown  of  endogenous  PSD‐95  concomitant  to  a  high  expression 
level of PSD‐95ΔSH3 (Figure 18). This indicates that the molecular replacement 
used  in this experiment  is operational, and thus supports  the above mentioned 
electrophysiological results. 






















A)  Illustration depicting  the PSD‐95ΔSH3 molecular  replacement vector by. B) Dual‐whole cell 
evoked  EPSCs  recorded  from  an  untransfected  control  neuron  and  a  PSD‐95  knockdown 

















from  PSD‐95.  This  led  to  a  partial  rescue  of  AMPAR  and  NMDAR  synaptic 
strength where each component was brought to the control cell level (Figure 19). 
From  the  western‐blot,  one  can  observe  that  the  expression  level  of  this 
construct  is  not  as  high  and  that  the  endogenous  PSD‐95  is  not  as  clearly 
knocked‐down  (Figure  20).  Direct  comparison  among  the  different  constructs 
shows that PSD‐95ΔGK expression  level  is not as strong as  the PSD‐95ΔSH3 or 
full‐length PSD‐95 constructs (Figure 21). Moreover,  the endogenous PSD‐95 is 

























A)  Illustration  depicting  the  PSD‐95ΔGK  molecular  replacement  vector.  B)  Dual‐whole  cell 
evoked  EPSCs  recorded  from  an  untransfected  control  neuron  and  a  PSD‐95  knockdown 













Figure 21.Comparison of  the different knockdown  effects  and expression  levels of each 
truncated form of PSD‐95 molecular replacement vector.  
The knockdown effect mediated by the PSD‐95ΔGK molecular replacement vector is not as strong 









 Firstly,  based  on  the  electrophysiological  data  of  the  molecular 
replacement  by  PSD‐95ΔGK  (partial  rescue  in  basal  synaptic 


















































domain  gave  a  partial  rescue  (Figure  20),  the  interpretation  of  the  results  is 
more difficult in terms of concluding whether the GK domain is crucial for basal 





With  this  aim,  I  analyzed  the properties  of  a mutant  PSD‐95  expressing 
the  N‐terminal  and  the  two  first  PDZ  domains,  followed  by  the  GK  domain 
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(PDZ12‐GK).  The  PDZ12‐GK  was  able  to  rescue  AMPAR  transmission  to  the 
control cells level, similar to PSD‐95ΔGK, but not more (Figure 22). The western 
blot  result  shows  that  the  PDZ12‐GK  construct  had  a  strong  expression  level, 
however the knockdown effect could not be evaluated as this truncated form of 
PSD‐95 runs at the same size as the endogenous one (Figure 23). This suggests 
that  the  observed  effects  at  the  electrophysiological  level  are  related  to  the 
function of the truncated protein rather than to its poor expression levels.   
Altogether,  these  data  show  that  appending  the  GK  domain  to  a  non‐
functional  PSD‐95  (PDZ12)  resulted  in  a  partial  rescue  of  basal  synaptic 
transmission  when  endogenous  PSD‐95  is  reduced.  This  supports  a  potential 

































for  the  construct  to  exert  its  effect  on  basal  synaptic  transmission,  one  can 
question  the appropriate  folding and stability of  the  recombinant proteins.,  for 
example  for  the  PSD‐95  lacking  its  GK  domain  or  only  containing  PDZ12‐GK 
domains.  
The functionality and stability of a mutant can be tested by overexpressing it in a 
wild  type  neuron  and  observing  its  ability  to  regulate  AMPAR‐  and  NMDAR‐
mediated transmission.  




addition,  western  blot  results  show  a  robust  overexpression  of  the  respective 
constructs (Figure 25, Figure 27), corroborating the electrophysiological data. 
Altogether,  these  results  demonstrate  the  functionality  of  the  PSD‐95ΔGK  and 
PDZ12‐GK mutants, making  it unlikely  that  the molecular replacement of  these 



















recorded  from  an  untransfected  control  neuron  and  a  PSD‐95  knockdown  replaced with  PSD‐



































From  this  point  on,  I  reiterated  the  molecular  replacement  with  the 
recombinant PSD‐95 lacking its GK domain. Very surprisingly, some experiments 
showed a significant enhancement in AMPAR‐EPSC (Figure 28 panel B), which is 
comparable  to  the  full‐length and  functional PSD‐95. To my surprise, when  the 
experiment  was  again  performed,  it  showed  a  partial  rescue  of  AMPAR 
transmission  to  control  cell  level  (Figure 28 panel C) as previously  seen  in  the 
first batch of recordings (Figure 19). However, when pulled altogether, one can 
observe  a  significant  1.4  fold  increase  in  AMPAR‐evoked  currents  and  1.3‐fold 
enhancement  in  NMDAR‐EPSCs  (Figure  28  panel  D).  This  variability  in  the 
results  was  correlated  with  separate  batches  of  animals.  Indeed,  each  set  of 
recordings  was  performed  by  using  a  different  animal.  Although,  the  animals 
































recorded  from  an  untransfected  control  neuron  and  a  PSD‐95  knockdown  simultaneously 
replaced  with  PSD‐95  PDZ12‐GK  overexpressing  neighbor,  in  one  batch  of  recordings. 
Distributions show an increase in AMPAR‐EPSC amplitudes (left) and NMDAR‐EPSC amplitudes 
(right). C) Molecular replacement by PSD‐95ΔGK  ,  in another batch of recordings. AMPAR‐ and 
NMDAR‐transmission  are  unchanged  while  replacing  endogenous  PSD‐95  by  its  mutant  form 





















In  order  to  test  whether  the  variability  of  the  results  is  caused  by 
differences  in  the  activity  of  the  slices,  dual  whole  cell  recordings  using 
molecular  replacement  by  PSD‐95ΔGK  were  performed  as  before,  but  with  a 





reduce  the  overall  excitatory  activity  of  the  slice.  None  of  these  pharmalogical 
activity manipulations led to a significant change when compared to non‐treated 
slices. Control and  infected cells had similar  responses overall  to  these activity 
manipulations  in  the  slices  (Figure  29).  This  suggests  that  the  observed 
























A)  Illustration  depicting  the  PSD‐95ΔGK  molecular  replacement  vector.  B)  Effects  of  activity 
manipulation  (Bicucculine  ‐ 20 µM) onto PSD‐95ΔGK molecular  replacement on basal  synaptic 
transmission. Distributions show no change in AMPAR‐EPSC amplitudes (left) or in NMDAR‐EPSC 
amplitudes (right). C) Effects of activity manipulation (APV – 25µM) onto PSD‐95ΔGK molecular 






did  constructs  including  C‐terminal  domains,  but  not  constructs with  only  the 
PDZ domains, rescue AMPAR function to control cell levels.  
One  concern  was  the  efficiency  of  the  shRNA  against  PSD‐95.  As  it  is  already 
known  that  PSD‐95  has  the  ability  to  multimerize  with  itself  at  its  very  N‐
terminal  site  in  a  head  to  head manner,  one  can  speculate  that  if  endogenous 
PSD‐95 is not properly knocked‐down, the protein will still have the opportunity 
to multimerize between the truncated protein (PSD‐95ΔGK for example) and the 
full  length  PSD‐95.  Due  to  this  binding,  the  shortened  version  would  still  be 

















First,  it  was  important  to  confirm  that  PSD‐95  PDZ12  was  not  able  to 
rescue  basal  synaptic  transmission  in  the  PSD‐95  KO mouse,  similar  to  when 
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PSD‐95 is knocked‐down by shRNA technology in the rat model (Figure 13). The 












A)  Illustration  depicting  the  PSD‐95  PDZ12overexpressing  vector. B)  Dual‐whole  cell 
evoked  EPSCs  recorded  from  an  untransfected  control  neuron  and  a  PSD‐95  PDZ12 




























A)  Illustration  depicting  the  overexpressing  vector  of  full‐length  PSD‐95.  B)  Dual‐whole  cell 






To  test  the  requirement  of  the  SH3  domain  for  PSD‐95  for  influencing 
basal synaptic transmission in the PSD‐95 KO mouse, I performed dual whole cell 
recordings  between  a  PSD‐95  KO  neuron  (uninfected  cell)  and  a  neighboring‐
infected  cell  expressing PSD‐95ΔSH3. The  results  show  that  PSD‐95  lacking  its 
SH3  domain  enhances  AMPAR  amplitudes  by  ~2.2  fold  with  no  significant 
change on the NMDAR component (Figure 32). This result shows that PSD‐95ΔSH3 
can enhance basal synaptic transmission as effectively as full‐length PSD‐95. This 


















for  PSD‐95  to mediate  its  effects  in  basal  synaptic  transmission.  Interestingly, 
expression  of  PSD‐95  ΔGK  in  PSD‐95  KO  neurons  enhanced  AMPAR  function, 












A)  Illustration  depicting  the  overexpression  vector,  PSD‐95ΔGK.  B)  Dual‐whole  cell  evoked 
EPSCs  recorded  from  an  untransfected  control  neuron  and  a  PSD‐95ΔGK  overexpressing 






synaptic  transmission  regulation  mediated  by  PSD‐95,  I  took  yet  another 
approach.  It  consisted  in  evaluating  if  adding  the  GK  domain  to  the  mutant 
expressing only PDZ12 (PDZ12 mutant which  I  showed  to be non‐functional  in 




enhance  AMPAR  function  in  a  similar  way  as  full‐length  PSD‐95,  this  result 










A)  Illustration  depicting  the  overexpression  vector,  PSD‐95  PDZ12‐GK.  B)  Dual‐whole  cell 





of  the  PSD‐95  mutants  with  C‐terminal  domains  on  rescuing  and  enhancing 
AMPAR  function  in  the  molecular  replacement  model  is  regardless  of  the 
residual endogenous PSD‐95.  
Moreover,  they show that when one of  the C‐terminal domains  is absent  (PSD‐
95ΔSH3 or PSD‐95ΔGK experiments (Figure 32; Figure 33), the truncated protein is 
still functional. When both domains SH3 and GK are absent as well as PDZ3 (PSD‐




is  capable  of  enhancing  synaptic  strength  as  effectively  as  wild‐type  PSD‐
95(Figure 34).  
Altogether, these results obtained in the PSD‐95 KO, suggest the requirement of 
one  of  the  C‐terminal  domain,  SH3  or  GK,  in  combination with  the  N‐terminal 








the  PSD‐95  KO mouse  (non‐published  data  observed  by  T.Samaddar  in 
our lab)   
 And  the  ability  of  the  MAGUK  SH3  and  GK  domains  to  interact  inter‐
molecularly (Nix et al., 2000, McGee et al., 2001). Indeed, it was proposed 
that  the  SH3  domain  of  one  DLG‐MAGUK  could  interact  with  the  GK 
domain of another DLG‐MAGUK.  
Based on these two factors, one can speculate that in the absence of PSD‐95 (KO), 
the  elevated  level  of  SAP102  or  SAP97  proteins  enable  an  inter‐molecular 
interaction  with  the  overexpressed  mutant  of  PSD‐95.  This  inter‐molecular 
interaction would rely on the SH3 or GK of SAP102 (or SAP97) interacting with 
the  SH3  or  GK  domains  of  the  truncated  PSD‐95.  Therefore,  the  effect  of  the 














To  test  if  SAP102  is  participating  in  the  rescue  and  enhancement  effect 
mediated  by  the  truncated  forms  of  PSD‐95,  I  used  PSD‐95  KO  mouse 
organotypic  slices  combined with  the molecular  replacement  approach, where 
SAP102 was knocked‐down and PSD‐95 mutant was expressed.  
It  is  important  to mention  here  that  shRNA  against  SAP102  (sh102)  has  been 
shown  to have no effect on basal  synaptic  transmission when  recordings were 
done on late developmental stage (P15‐P17) (Elias et al., 2008). That’s why when 
I  applied my  experimental  manipulations  (sh102  combined  to  PSD‐95 mutant 
expression  and  electrophysiological  recording  between  P15  and  P19),  only  an 
effect coming specifically from the interaction between SAP102 and the PSD‐95 

















In  the  first  batch  of  recordings,  I  tested  the  role  mediated  by  the  SH3 
domain of PSD‐95 and SAP102 in the process of synaptic strength regulation, in 
the PSD‐95 KO mouse. Knocking down SAP102 and expressing PSD‐95ΔSH3  in 
the  PSD‐95  KO  mouse  led  to  a  2.3  fold  enhancement  in  AMPAR‐evoked 
transmission with no alteration of the NMDAR‐EPSC amplitude (Figure 36). This 






















Dual‐whole  cell  evoked  EPSCs  recorded  from  an  untransfected  control  neuron  and  a  SAP102 

















KO mice.  SAP102  knockdown  and  expression  of  PSD‐95ΔGK  in  the  PSD‐95 KO 
























with  SAP102  was  to  knockdown  endogenous  SAP102  and  express  PSD‐95 
PDZ12‐GK  in  PSD‐95  KO mice.  PDZ12‐GK  serves  as  a  basis  to  check  if  the  GK 
domain  can  restore  the  loss  of  function  observed  when  PSD‐95  PDZ12  is 













and  a  neighboring  SAP102  knockdown  neuron  simultaneously  expressing  PSD‐95  PDZ12‐GK. 











































In  this  study,  I  focused  on  elucidating  the  detailed  molecular  mechanism 
mediated  by  PSD‐95,  which  influences  AMPAR  content  at  synapses.  More 
















approach  (Craven  and  Bredt,  2000)  (Schnell  et  al.,  2002)  (Xu  et  al.,  2008) 















is  acutely  knocked‐down  for  a  short  period  of  time  after  the  organism  has 
already gone through critical developmental stages. Moreover, such an approach 
only  targets  a  few  cells,  leaving  the  rest  of  the  network  intact,  especially  the 
neurons projecting on the analyzed one.    
 
The  molecular  replacement  approach  used  in  this  study  could  be 
validated  since  I  could  observe  similar  outcomes  using molecular  replacement 
and PSD‐95 KO mouse.  
Indeed,  in  both  cases,  expression  of  PSD‐95  PDZ12  is  not  able  to  rescue  basal 
synaptic  transmission  in  the  absence  of  PSD‐95  (Figure  13,  Figure  30 
respeectively).  Moreover,  expression  of  wild‐type  PSD‐95  in  the  molecular 
replacement model or in the total absence of PSD‐95 (KO), leads to a rescue and 
increase  of  synaptic  strength  (Figure  11;  Figure  31  respectively).  In  line  with 











To  differentiate  between  a  loss‐of‐function  of  the  mutant  linked  to  the 
removal  of  specific  domain  or  linked  to  the  degradation  of  the mutant  due  to 
improper  folding,  the  following  experiment  was  performed.  The  mutant  of 
interest was overexpressed in a wild‐type neuron, and the effects were observed 





PSD‐95ΔGK  and  PSD‐95  PDZ12‐GK  (Figure  24,  Figure  26  respectively).  I  could 
show  that  these  ambiguous  mutants  were  able  to  elevate  basal  synaptic 
transmission,  as  effectively  as  full‐length  PSD‐95,  when  expressed  in  the 











PSD‐95  KO),  I  found  that  PSD‐95  lacking  its  PDZ3  domain  or  lacking  its  SH3 
domain was still able to enhance AMPAR‐evoked transmission in the absence of 
endogenous PSD‐95  (Figure 15,  Figure 17,  Figure  32).  These  results  suggest  that 
each  individual  domain  is  dispensable  from  the  protein  to  influence  synaptic 
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strength.  In  agreement  with  my  results,  Jo  et  al  showed  that  in  a  molecular 
replacement context, PSD‐95ΔSH3 is able to rescue and enhance basal synaptic 
strength  (Jo  et  al.,  2010).  This  group  utilized  a  similar  approach  as  mine 





The  fact  that  the SH3 domain can be  removed  from the protein without 




For  example,  hippocalcin  is  a  protein  that  binds  specifically  to  the  SH3 
domain of PSD‐95 (Jo et al., 2010). Hippocalcin has been shown to play a role in 




The  tyrosine kinase Pyk2, has also been shown to  interact with  the SH3 
domain  of  PSD‐95  (Seabold,  2003).  Its  binding  to  the  domain  seems  to  be 
required  for  clustering  and  activating  Pyk2  during  long  term  potentiation 




The  involvement  of  hippocalcin  and  Pyk2  seems  to  be  related  to  plasticity 
pathways, which  is why  they might  not  be  involved  in  the  regulation  of  basal 
synaptic  transmission.  This  is  in  agreement with  the  fact  that  PSD‐95’s  role  in 




The  SH3  domain  of  PSD‐95  has  also  been  shown  to  interact  with  EB3 
(Sweet  et  al.,  2011).  EB3  is  a  protein  involved  in  dendrite  branching.  The 
observation  that  disrupting  the  PSD‐95‐EB3  binding  does  not  affect  synaptic 
strength  correlates  with  the  fact  that  dendrite  branching  is  prominent  during 
neuron  development.  Therefore,  at  the  time  point  where  I  introduce  PSD‐95 







to  a  functional  synapses  (silent  synapses  are  synapses  that  exhibit  NMDAR  ‐
mediated  response,  but  no  AMPAR‐mediated  response).  Interestingly,  PSD‐95 
has been shown to play a role in unsilencing AMPAR silent synapses (Stein et al., 
2003).  Therefore,  the  fact  that  blocking  the  PSD‐95  EB3  pathway  in  late 











conditioning.  It  is  suggested  that  by  binding  to  PSD‐95,  DHCC5  could  localize 
next  to  important  signaling  molecules,  such  as  nNOS  (neuronal  Nitric  Oxide 
Synthase),  and  thus  influence  learning  processes.  However,  as  basal  synaptic 
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transmission is maintained when PSD‐95 lacks its PDZ3 domain, DHCC5 does not 




protein,  also  binds  the  PDZ3  domain  of  PSD‐95  (Murata  et  al.,  2005). 
Unfortunately,  the function of PRR7 is yet unclear. But according to my results, 





while  removing  the  PDZ3  domain  of  PSD‐95,  this  suggests  that  the 










to  influence  synaptic  strength  was  to  delete  the  GK  domain  and  assess  the 
consequences  at  the  electrophysiological  level.  Deleting  the  GK  domain  from 
over‐expressed  PSD‐95  in  molecular  replacement  experiments  only  partially 
rescued basal synaptic strength to the control the cell level (Figure 19). 
The second approach taken to evaluate the role of the GK domain with respect to 
basal  synaptic  transmission  was  to  use  a  mutant  protein  known  to  be  non‐
functional  (PSD‐95 PDZ12)  and  to  attach  the GK domain  to  it.  The  aim was  to 
evaluate  if  the  GK  domain  could  rescue  the  loss‐of‐function  caused  by  PSD‐95 
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linked  to  a  non‐functional  mutant  proteins,  as  overexpression  of  each mutant 

















This  first approach (molecular replacement) points out  the necessity of  the GK 










in  PSD‐95  KO  mouse  background.  In  this  case,  both  PSD‐95ΔGK  and  PSD‐95 
PDZ12‐GK showed an increase in AMPAR‐EPSC amplitude (Figure 33, Figure 34, 
respectively)  similar  to  the  full‐length PSD‐95  (Figure 31).  These  results  show 




other  hand,  point  to  the  involvement  of  the  GK  domain  (PSD‐95  PDZ12‐GK 
experiment; Figure 34,) on PSD‐95 in influencing basal synaptic strength.  
 
The  non‐requirement  of  the  GK  domain  is  supported  by  a  recent  study 
from  Sturgill  et  al.  09  (Sturgill  et  al.,  2009)  where  2‐photon  laser  photo‐
activation  imaging was combined with a molecular replacement approach.  It  is 
shown that when PSD‐95 is knocked‐down and replaced by PSD‐95ΔSH3‐GK, the 
mutant  is  less  stable  at  the  synapse  (~50%  of  GFP‐tagged  PSD‐95ΔSH3‐GK 
remaining at the synapse 30 minutes after the photo‐bleaching pulse). But, when 
the  PSD‐95  knockdown  is  combined  with  PSD‐95ΔGK  expression,  the  mutant 
protein  appears  to  be  as  stable  as  the  full  length  PSD‐95  (90%  of  GFP‐tagged 
PSD‐95ΔGK  remaining  at  the  synapse  30  minutes  after  the  photo‐bleaching 
pulse).  While  this  study  focused  only  on  the  localization  of  the  mutants,  my 
approach is additionally investigating the function of each mutant. Nonetheless, 
combined  together,  the  results  support  the non‐requirement of  the GK domain 
for  PSD‐95  for  maintaining  its  stability  at  the  synapse  when  only  PSD‐95  is 
decreased.  
 
Moreover,  Jo  and  co‐workers,  by  using  a  similar  design  to  the  current 
study,  showed  that  molecular  replacement  by  PSD‐95ΔGK  in  rat  organotypic 










approach  (Figure  28).  This might  be  explained  by  functional  compensation  by 
others DLG‐MAGUK family members, such as SAP97 or SAP102. This hypothesis 




  The  functional  compensation  hypothesis  might  reconcile  the  different 
results obtained when GK domain is either deleted from PSD‐95 (PSD‐95ΔGK) or 
appended  to  a  non‐functional  mutant  of  PSD‐95  (PSD‐95  PDZ12‐GK).  As  both 
experiments  suggest  opposite  result  (non  requirement  for  the  former, 
requirement for the later). A functional compensation, associated to the fact that 
different DLG‐MAGUK  interact  among  each  other  using  their  SH3 GK domains, 
might explain these opposite results. Taking into consideration that SH3 and GK 
domains  have  been  suggested  to  interact  inter‐molecularly,  between  one DLG‐
MAGUK and another  (Nix et  al.,  2000)  (McGee et  al.,  2001),  this would explain 








was  indeed  involved  in  the  rescue  of  basal  synaptic  transmission,  as  knocking 
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down SAP102 and overexpressing  PSD‐95ΔGK  failed  to  rescue  and  enhance 
synaptic  strength  in  the  PSD‐95  KO  (Figure  37).  In  addition,  this  was  not 










shows  that  SAP102  can  mask  the  effect  mediated  by  PSD‐95ΔGK,  and  thus 
compensate to  mediate proper basal synaptic transmission. 
 
  Finally,  knocking  down  SAP102  and  overexpressing  PSD‐95  PDZ12‐GK 




In  accordance  with  the  importance  of  the  GK  domain,  The  GK  domain 
links  PSD‐95  to  GKAP/SAPAP  (Takeuchi  et  al.,  1997)  (Kim  et  al.,  1997) 
(Kawashima  and  Sobue,  1997),  and  Shanks  (Naisbitt  et  al.,  1999),  building  the 
core  structure  of  the  PSD  (Hayashi  et  al.,  2009).  Not  only  binding  to 
GKAP/SAPAP, GK domain of PSD‐95 has also been shown to interact with MAP1 
(Reese et al., 2007), S‐CAM (Hirao et al., 2000), SPAR (Pak et al., 2001).  
The  most  tempting  speculation  concerns  the  involvement  of  GKAP/SAPAP 










When  PSD‐95  PDZ12‐GK  was  analyzed  in  the  context  of  molecular 





According  which  approaches  was  taken,  molecular  replacement  versus 
PSD‐95  KO  mouse  slices  culture,  a  more  mature  synapse  was  under 
investigation.  
In the molecular replacement approach, normal maturation processes have 
had  time  to  take  place,  as  PSD‐95,  which  is  known  to  be  also  involved  in  the 
synaptic maturation of excitatory synapses (El‐Husseini et al., 2000b), was only 
knocked‐down  beginning  on  2DIV  after  P8,  and was  done  so  among  an  intact 
network  of  neurons.  In  contrary,  in  the  PSD‐95  KO mouse,  PSD‐95 was  never 
present.  As  such,  a  synapse  investigated  with  the  molecular  replacement 
approach  can be  considered as more mature  than a  synapse  in  the PSD‐95 KO 
mouse.  
In  immature  synapses,  PSD‐95  PDZ12‐GK  seems  to  be  enough  to  anchor 
itself  into  the  postsynaptic  density  and  enhance  synaptic  transmission,  while 
PSD95ΔGK might do so by interaction with SAP102.  
In mature  synapses, where PSD‐95  is  the most  abundant DLG‐MAGUK, PSD‐95 
PDZ12‐GK  might  not  be  sufficient  and  either  SH3  or  PDZ3  domains  are 


















In  this  study,  I  could  observe  a  moderate  increase  in  NMDA‐EPSC 
amplitude  (Figure  12,  Figure  17,  Figure  28)  while  in  some  cases,  which  is  in 
contrast  to  previous  work  showing  specific  regulation  of  AMPAR‐mediated 
EPSCs by PSD‐95 (Schnell et al., 2002) (Ehrlich, 2004) (Schlüter et al., 2006) (Xu 
et  al.,  2008)  (Elias  et  al.,  2008).  However,  such  NMDAR‐EPSC  amplitude 
increases have also been  seen by other  groups  (Kim et  al.,  2007)    (Futai  et  al., 
2007). Such differences might derive from factors such as the age of the animals, 
beginning,  duration,  and  efficacy  of  altering  PSD‐95  levels,  or  the  number  of 
manipulated neurons in the network.  
 
The  variable  effect  of  different  PSD‐95  mutants  on  the  NMDAR‐
component does not seem to be related to an  increase in AMPAR‐transmission. 
Molecular  replacement  by  PSD‐95ΔSH3  led  to  a  1.9‐fold  augmentation  of 
AMPAR‐EPSC  amplitude,  accompanied  by  a  1.3‐fold  increase  in  NMDAR‐EPSC 
amplitude,  while  molecular  replacement  by  PSD‐95ΔPDZ3  led  to  a  2.2‐fold 
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enhancement in AMPAR with no change in NMDAR transmission. Interestingly, a 
trans‐synaptic  signaling  and  enhancement  of  presynaptic  function  has  been 






Taking  a  combined  approach,  utilizing molecular  replacement  and  PSD‐95  KO 
mice, I was able to show that PSD‐95 does not require its PDZ3 domain or SH3 




regulate basal  synaptic  strength. Therefore,  specific  interacting partners  of  the 
GK  domain  might  be  involved  in  the  molecular  pathway  leading  to  the  tight 
regulation  of  basal  synaptic  transmission  mediated  by  PSD‐95.    The  most 
tempting speculation involves the SPAR or GKAP/SAPAP molecular pathways, as 
these  proteins  have  been  shown  to  belong  to  the  structural  core  of  the 
postsynaptic density.  
In the future, it will be interesting to decipher more precisely which interacting 
partners  of  the  GK  domain  are  involved  in  the  process  of  synaptic  strength 
regulation.  Is it exclusively the interaction with SPAR that is required, or is it the 
one  with  GKAP/SAPAP?  Or,  are  other  GK  domain  interacting  partners  also 
involved? Single point mutations can be used to specially interrupt some protein‐
protein interactions and answer to the above listed questions. Understanding the 
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January ‐ June 2006  Training  course  of  Master  2,  at  the  Mediterranean 




Role of BDNF  in  the  induction of GABAergic  synaptic 
plasticity  by  spontaneous  network  driven  activity  in 
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the  neonatal  rat  hippocampus  (electrophysiology: 
blind patch‐clamp). 
Sept.2005 ‐ Jan.2006     Training  course  of  Master  2,  at  the  Mediterranean 




initiation of  the  cell  cycle:  the effect of NMDA on  the 
induction  of  cyclin  D1  as  a  function  of  synaptic‐  or 
extra‐synaptic  receptor  stimulation  in  embryonic  rat 
hippocampus (western blot, immunofluorescence). 
February ‐ April 2005  Training  course  of  Master  1,  at  Developmental 
Biology  Institute  of  Marseille  (IBDM)  (director:  Dr. 
G.Rougon;  Marseilles,  France)  in  the department  of 
axonal  plasticity  in  the  development  and  pathology 
INSERM  UMR  623  under  the  supervision  of  Dr. 
C.HENDERSON. 
Implication  of  Semaphorin  in  the  establishment  of 
pool‐specific motoneurons within  the  spinal  cord  (in 
situ hybridization on whole mount spinal cord). 
 
Technical skills 
 
‐ Electrophysiology: visual patch clamp on organotypic hippocampal slices, blind 
patch clamp and field recordings on acute hippocampal slices 
‐ Molecular cloning 
‐ Virus injection 
‐ Acute and organotypic slices preparation 
‐ Biochemistry: Western‐blot, immunocytochemistry, in situ hybridization 
 
Workshops participation 
 
‐ Team work & leadership competencies by Dr. Simon Golin 
‐ Effective leadership & successful negotiations by Elisabeth Schick 
‐ Time management by Dr. Simon Golin 
‐ Scientific communication by Dr. Heather Silyn Roberts 
‐ Male female communication by Marion Knaths 
‐ Recognizing & managing conflicts by Dr. Eva Himmelsbach 
‐ Grant writing by Dr. Christina Schütte 
‐ Career planning by Dr. Simon Golin 
‐ Job‐hunting by Dr. Ralf Pétri 
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Referees  
 
‐ Dr. Dr. Oliver Schlüter 
oschlue@gwdg.de ; Tel. (+49) 551 39 10 374 
European Neuroscience Institute Göttingen (ENI‐G), Germany 
 
‐ Dr. Jean‐Luc GAIARSA  
gaiarsa@inmed.univ‐mrs.fr ; Tel. (+33) 4 91 82 81 40 
Institut de Neurobiologie de la Méditerranée (INMED), INSERM U29 (director: 
Prof. Y. Ben‐Ari; Marseilles, France). 
 
‐ Dr. Slavica KRANTIC  
slavica.krantic@douglas.mcgill.ca 
krantic@inmed.univ‐mrs.fr ; Tel. (+33) 4 91 82 81 38 
Institut de Neurobiologie de la Méditerranée (INMED), INSERM U29 (director: 
Prof. Y. Ben‐Ari; Maseilles, France). 
 
 
 
Languages  
 
French : fluent (native) 
English : fluent 
German : basic (elementary knowledge) 
 
 
Interests 
 
Travelling, swimming, sailing, reading, theater, cinema. 
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